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[Bezeichnung] 

Vorrichtung zum Waschen von xnikr o skopierbar en Praparaten und 

deren Tragern, insbesondere von Ultradiinnschitten zur Be- 
trachtung in Transmissions-EIektronenmikroskopen , insbesonde- 
re nach immuncytochemischer Behandlung 
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[Beschreibung] 



[Stand der Technik] 

5 Sogenannte Ultradunnschnitte werden in der Elektronenmikro- 
skopie regelmaftig von biologischen Zellen und Gewebestiicken 
angefertigt, deren Struktur es meist in Transmission- 
Elektronenmikroskopen darzustellen gilt. Dazu mussen die 
typischerweise einige nm diinnen Schnitte auf Objekttragerriet- 

10 ze aufgebracht und in aufwendigen Verfahren prapariert wer- 
den. Vor dem Aufbringen der Schnitte werden die Ob j ekttrager- 
netze meist mit handelsublichen Filmen (Mar kenbezeichnung 
Formvar oder Pioloform) 'befilmt', urn das Einreiften der 
Schnitte zu' verhindern . 

15 Die verwendeten Verfahren umfassen meist 10 bis 20 einzelne 
Verf ahrenschritte, die zu einera Drittel oder Viertel aus dem 
immer wieder durchzuf uhrenden Waschen der Praparate mit ein 
und der gleichen Pufferlosung bestehen /l/. 

Das Waschen der Ultradunnschnitte geschieht in ebenfalls sehr 
20 aufwendiger Weise, in dem die Ob j ekttragernetze mit angehef- 
teten Schnitten einzeln, auf einzelne Tropfen der Waschldsung 
aufzulegen sind /2/. Die Trager sind nach meistens 5 bis 10 
min einzeln wieder von den einzelnen Tropfen aufzunehmen, was 
selbst fur geschickte Arbeitskraf te einen grolien Zeitaufwand 
25 bedeutet . 

Die eigentliche Reinigung ist damit bei den konventionellen 
Verfahren lediglich darauf zuruckzuf iihren, dafi fur das Kon- 
trastierungsmittel im Praparat und im darunter liegenden 
Tropfen der Waschlosung ein Konzentrationsunterschied vor- 
30 liegt. 

Weiterhin ist nachteilig, daB der Waschvorgang - aufgrund 
schwankender Benetzung des Praparates - meist nicht reprodu- 
zierbar ist f was zur mehrmaligen Wiederholung der, speziell 
bei Transmissions-Elektronenmikroskopen, teiiren Versuchs- 
35 durchfuhrung f uhrt . 
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[Aufgabe der Erfindung] 

Der im Schut zanspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das 
Problem zugrunde, eine Vorrichtung zu schaffen, die das 
Waschen von mikroskopierbaren Praparaten und deren Tragern 
5 zeitsparend, reproduzierbar und effektiver ermoglicht, als 
mit herkommlichen Verfahren. 



[Losung der Aufgabe] 

10 Dieses Problem wird mit den im Schut zanspruch 1 aufgefuhrten 
Merkmalen gelost. 

Entgegen der durch die ublichen Waschverf ahren dokumentierten 
Lehrmeinuhg hat sich iiberraschender Weise gezeigt, daft die 
Verbindung zwischen mikroskopierbaren Praparaten, insbesonde- 
15 re zwischen Ulradunnschnitten und deren Tragern, insbesondere 
Objektragernetze zur Transmissions-Elektronenmikroskopie, so 
stark ist, daft sie eine direkte frontale oder seitliche 
Anstromung der Praparate durch Waschlosung im Stromungsge- 
schwindigkeitsbereich von bis zu 20 cm/s standhalt. 

20 

[Vorteile der Erfindung] 

Mit der Erfindung wird erreicht, daft die Waschvorgange we- 
sentlich weniger arbeitsintensiv sind, wodurch der Praparator 
andere Arbeiten wahrend der Zeit des Waschens erledigen kann. 
Durch Festlegung des Abstandes zwischen Praparat und der die 
Waschlosung zufiihrenden Offnung und durch Festlegung der 
Offnung der Uber.lauf bohrungen (5) konnen erstmalig reprodu- 
zierbare Waschvorgange durchgefuhrt werden, was die Anzahl 
der, insbesondere bei Elektronenmikroskopen kostspieligen 
Wiederholungsauf nahmen reduziert . 

Mit der vorliegenden Erfindung konnte zudem ein wesentlich 
grofterer Wascheffekt erreicht werden, was in der Folge zu 
deutlich klareren Auf nahmen mit weniger 'Back-Ground', also 
einer geringeren Kontrastierung des Tragers fuhrt. 
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[Beispiele] 

Die Vorteile der Erfindung werden an den folgenden Beispielen 
verdeutlicht . Es zeigen: 

5 Fig. 1 eine perspektivische Seitenansicht der Waschvor- 
richtung, ohne vordere Seitenwand, 
Fig, 2 eine zusammengeset zter Querschnitt ; durch die Wasch- 
vorrichtung in Hohe der Linien A-B , C-D, E-F der 
Fig. 1, 

10 Fig. 3 . einen Querschnitt durch die erf indungsgemafle Wasch- 
box (4) 

Fig. 1 zeigt eine perspektivische Seitenansicht der Waschvor- 

15 richtung, ohne vordere Seitenwand. 

Zum Betrieb der Vorrichtung wird Waschlosung bei verschlosse- 
nen Ablaufventil (7) von oben uber den Zugang des abnehmbaren 
Deckels (12) eingefiillt, bis zu einem Pegelstand, der der 
Hohe der aufrecht gestellten Waschbox (4) entspricht. 

20 Urn Luf teinschlusse in der Waschbox zu verhindern, empfiehlt 
es sich vor dem Einsetzen die Luft aus der Waschbox (4) 
' auszuschwemmen' , indem mit einer Sprit zflasche Waschlosung 
liber die Offnungen der Abdeckung (10) in die Waschbox einge- 
fuhrt wird. Dazu ist auf dem Deckel eine kleine Bestiickungs- 

25 kammer (13) in der Grofle der Waschbox angebracht, in die 
Waschlosung eingefiillt werden kann. 

Anschlieftend wird der Deckel (12) aufgesetzt. Je nach Starke 
der Beladung der Waschbox (4) mit Praparaten und je nach 
gewunschtem Spuldruck wird die Waschbox (4) in eine der 
30 Flihrungsschienen <5a,b,c) eingefiihrt, die passende Leistungs- 
stufe der Pumpe (3) gewahlt und die Uberlauf of f nungen 
(6a,b,c) geoffnet. 

Anschliefiend werden die Praparate in der Waschbox (4) fur 
mindestens 30 min und langstens 90 min gewaschen, indem die 
35 Waschlosung durch die Pumpe (3) aus der Vorratskammer (2) 
angesaugt und durch die Waschbox (4) in der Spulkammer (1), 
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sowie durch die Uberlauf of f nungen (6a,b,c) wieder in die 
Vorratskammer (2) gepumpt wird. Ein veranderlicher Anteil der 
Waschlosung stromt dabei je nach eingestellter Pumpstarke und 
Beladungsgrad der Waschbox (4) uber die Oberkante der Wasch- 
5 box hinweg. Ein langerer Waschvorgang als 90 min zeigt kei- 
nerlei Vorteile oder Nachteile gegenuber einer Waschdauer von 
90 min. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung ergibt sich 
dadurch, daft zur Steuerung der Dauer und der Starke des 
10 Waschvorgangs eine elektronisch Ansteuerung der Pumpe vorge- 
sehen wird. Somit konnte die Pumpe zeitlich gesteuert ein- 
und ausgeschaltet und auch in ihrer Leistung, je nach Anfor- 
derung gesteuert werden . 

Durch die let ztgenannte Ausf uhrungsart kann der Waschvorgang 
15 vollkoramen unbeauf sicht igt , also z.B. liber Nacht, durchge- 
fuhrt werden. Die zeitliche Variation der Leistung, etwa in 
Form von pulsiertem An- und Abstellen der Pumpe sorgt fur 
eine groftere Verwirbelung der Waschlosung im Bereich der 
Praparate und damit zu einem nochmals vergrofterten Waschef- 
20 fekt. 

Die folgenden Ergebnisse eines Vergleiches zwischen herkomm- 
lich gewaschenen und durch die erf indungsgemafte Waschvorrich- 
tung gereinigten Ob j ekttragernet zen belegen eindeutig die 
Vorteile der erf indungsgemaften Waschvorrichtung . 
25 Dazu wurden 15 Nickel-Ob j ektragernetze (Netze) , die mit 
'Formvar' (Tragerfilm) befilmt waren mit Protein-A-Gold + PBS 
+ S auf Tropfen in einer feuchten Kammer inkubiert- (PBS - 
Phosphatpuf f er 0.05 molar, S = Kochsalz 8.96 g/l) 

30 Danach wurden jeweils: 

(Waschlosung: Reinstwasser = Destilliertes Wasser (Bidest) ) 

a) 5 Netze konvent ionell auf 6 Tropfen der Waschlosung 

fur je 5 min gewaschen. 
35 b) 5 Netze wurden in der erf indungsgemaften Waschvorrich- 

tung 30 min erf indungsgemaft gewaschen. 
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c) 5 Netze wurden in der erf indungsgemaften Waschvorrich- 

tung 60 min erf indungsgemafr gewaschen. 

Anschlieflend wurden die Netze a) dann mit Hand auf 5 Tropfen 
5 Reinstwasser gewaschen, wahrend die Netze b) und c) kurz mit 
der Sprit zflasche abgespritzt wurden. 

Je drei der Netzte a),b) und c) wurden auf Gleichmafligkeit 
der Waschung beurteilt, was durch Betrachtung bestatigt 
wurde . 

10 Anschlieftend wurden Aufnahmen bei einer Negati v-Vergrofterung 
von 3600-fach angefertigt. Dazu wurden die Mitte der Prapara- 
te angefahren und von den 6 in der Mitte liegenden Bild- 
Feldern wurde die jeweils maximal mit Protein-A-Gold kontami- 
nierte Stelle aufgenommen. 

15 Die Negative der Aufnahmen wurden an einem Lichtmikroskop mit 
dem Objektiv 1 x uber eine CCD Kamera in ein Bildanalysesy- 
stem eingescannt. Die Negative wurden dann in je 25 Bildfel- 
der zerlegt und die Anzahl der Goldpartikel gezahlt. 

20 Ergebnis: 

Auf je 150 Bildfelder der nach den Methoden a),b) und c) 
gewaschenen Netzen folgende Anzahl von Goldpartikeln : 

a) . (Konventionell) 1362 Au-Partikel 

b) (Erf indungsgemaft, 30 min) 773 Au-Partikel 
25 c) (Erf indungsgemafi, 60 min) 535 Au-Partikel 

D.h. nach dem Waschen in der erf indungsgemaften Vorrichtung 
ergaben sich b) 43% und in c) gar 61% weniger Gold- 
Verunreinigungen auf dem Film der Tragernetze (Tragerfilm 
30 Formvar) . 
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[Bezugszeichenliste ] 

Fiquren 

(1) Spulkammer 

(2) Vorratskammer 

5 (3) Steuerbare Pumpe 

(4) Waschbox 

(5) Flihrungsschienen fur Waschbox 

(6) Verschlieflbare Oberlauf of f nungen 

(7) Ablaufrohr und Ventil 
10 (8) Objektragernetze 

(9) Tragerplatte ftir Objektragernetze rnit Offnungen 

(10) Abdeckung der Waschbox mit Offnungen 

(11) Bodenplatte der Vorrichtung 

(12) Abnehmbarer Deckel der Vorrichtung 
15 (13) Bestuckungskammer 

Literatur 

20 /l/ Elektronenmikroskopische Methodik in der Zell- und Mole- 
kularbiologie, H. Plattner, H.P. Zingsheiru, Gustav Fischer, 
Stuttgart. 

/2/ Praparationsmethodik in der Elektronenmikrqskopie, D.G. 
25 Robinson, U. Ehlers, Springer-Verlag . 
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[ Anhangende Zeichnungen ] 



Anzahl Anhangende Zeichnungen: 
Insgesamt drei Stuck. 

Fig. 1 eine perspekt ivische Seitenansicht der Waschvor- 

richtung, ohne vordere Seitenwand, 
Fig. 2 eine zusammengeset zter Querschnitt durch die Wasch- 

vorrichtung in Hohe der Linien A-B, C-D, E-F der 

Fig. 1, 

Fig. 3 einen Querschnitt durch die Waschbox (4) 
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[ S chu t z an spr iich e ] 



Vorrichtung aus zahem, transparentem Material, vorzugs- 
weise Plexiglas, zum Waschen von mikroskopierbaren Prapa- 
raten und deren Tragern, insbesondere von Ultradunnschit- 
ten zur Betrachtung in rransmissions-Elektronenmikros- 
kopen, insbesondere nach immuncytochemischer Behandlung, 
dadurch gekennzeichnet , daft mehrere Praparate und Trager 
in einem Waschvorgang von einer Waschlosung uber- bzw. 
teilweise durchstromt werden. 

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft 
die Stromungsgeschwindigkeit durch eine steuerbare Pumpe 
(3) einstellbar ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daft die Stromungsgeschwindigkeit durch Variation des 
Abstands zwischen der Waschbox (4) und der die Losung zu- 
fuhrenden Offnung einstellbar ist. 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
3 ' dadurch gekennzeichnet , daft die Waschlosung umlaufend 
von der Spulkammer (1) in die Vorratskammer (2) und wie- 
der in die Spulkammer gepumpt wird. 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
4 ' dadurch gekennzeichnet , daft die Vorrichtung durch ein 
kistenformiges Gehause aus transparentem, zahen Material, 
vorzugsweise Plexiglas umfaftt wird, wobei. das Gehause 
rechtwinklig aus vier Seitenwanden, einer Bodenplatte 
(11) und einem abnehmbarem Deckel (12) mit Bestuckungs- 
kammer (13) aufgebaut ist. 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
5 ' dadurch gekennzeichnet , daft der Waschvorgang zeitlich 
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uber eine elektrische Ansteuerung der Pumpe steuerbar 
ist . 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
6, dadurch gekennzeichnet , daft die Waschlosung uber ein 
Ablaufrohr mit Ventil (7) abgelassen werden kann. 

Waschbox (4) nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet , daft in die zur Aufnahme der Praparate 
dienende ausgebildeten Kavitaten der Tragerplatte (9) 
Bohrungen eingelassen sind. 

Waschbox (4) nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daft 
sie eine Abdeckung (10) aufweist, die vom Praparat aus 
gesehen stromauf wart s angebracht ist und {.durch Bohrungen 
stromungsf uhrend wirkt. 

Waschbox nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daft pro 
Praparat tragender Kavitat genau eine Bohrung in der Ab- 
deckung (10) vorgesehen ist, die konzentrisch und strom- 
aufwarts zur Bohrung in der Praparat tragenden Kavitat 
angebracht ist. 
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Fig. 3 
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